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广西百色市及其周边人群LAG-3基因多态性

与原发性肝癌易感性的关系

韦建开1,廖长秀2,陶莹1,刘帅廷1

(1.右江民族医学院基础医学院,广西 百色 533000;

2.右江民族医学院药学院,广西 百色 533000)

摘 要:目的 探讨广西百色市及其周边人群淋巴细胞活化基因-3(LAG-3)基因单核苷酸多态性rs1882545与原发性肝

癌(PLC)发生的关系。方法 收集广西百色市及其周边人群PLC患者和健康对照者各300例,提取外周血白细胞

DNA,采用多重扩增及高通量测序方法检测LAG-3rs1882545位点等位基因并进行基因分型,用非条件Logistic回归计

算比值比(oddsratio,OR )及其95%可信区间(95%CI),评估各等位基因、基因型分布频率与原发性肝癌发病风险的

关系;此外,也分析健康对照组LAG-3rs1882545位点的基因型和等位基因频率分布与中国南方汉族、北京汉族、日本东

京、尼日利亚、意大利托斯卡尼等人群是否存在差异。结果 广西百色市及其周边健康对照人群LAG-3rs1882545位点

等位基因和基因型分别以G(70.57%)和GG(50.50%)为主,分布频率与中国南方汉族和尼日利亚人群比较差异无统计

学意义(P>0.05),但与北京汉族、日本东京、意大利托斯卡尼比较差异有统计学意义(P<0.01)。PLC组与健康对照

组LAG-3rs1882545位点的基因型、等位基因型比较差异无统计学意义(P>0.05);PLC组与健康对照组男性LAG-3
rs1882545位点的基因型、等位基因型比较差异无统计学意义(P>0.05);PLC组与健康对照组女性LAG-3rs1882545
位点的基因型比较差异无统计学意义(P>0.05);PLC组与健康对照组<55岁、≥55岁LAG-3rs1882545位点的基因

型、等位基因型比较差异无统计学意义(P>0.05),但女性PLC组A等位基因频率(42.31%)明显高于相应健康对照组

(27.27%),与患PLC有关联(P=0.042,OR=1.959,95%CI:1.017~3.771)。结论 LAG-3rs1882545A等位基因

可能与广西百色市及其周边女性人群PLC易感性有关。
关键词:百色市及其周边;LAG-3;基因多态性;原发性肝癌
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RelationshipbetweenLAG-3polymorphismandsusceptibilitytoprimarylivercancer
inthepopulationinBaiseCityanditssurroundingareasofGuangxi

WeiJiankai1,LiaoZhangxiu2,TaoYing1,LiuShuaiting1

(1.SchoolofBasicMedicine,YoujiangMedicalUniversityforNationalities,Baise533000,
Guangxi,China;2.CollegeofPharmacy,YoujiangMedicalUniversityfor

Nationalities,Baise533000,Guangxi,China)

  Abstract: Objective Toinvestigatetherelationbetweenthesinglenucleotidepolymorphisms(SNPs)
(thers1882545loci)ofLAG-3genesandtheprimarylivercancer(PLC)inthepopulationofBaiseCityandits
surroundingareasofGuangxi. Methods Atotalof300PLCpatientsand300healthycontrolswerecollected
fromBaiseanditssurroundingareas.AfterextractingtheDNAofperipheralbloodleukocytes,wedetected
andgenotypedtheallelesatLAG-3rs1882545locibymultipleamplificationandhigh-throughputsequencing.
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UnconditionalLogisticregressionwasusedtocalculatetheoddsratio(OR )and95% confidenceinterval
(95%CI).Meanwhile,ourresearchevaluatedtherelationbetweenthedistributionfrequencyofthesealleles
andgenotypesandtheriskofprimarylivercancer.Furthermore,thegenotypesandallelesfrequencydistribu-
tionofLAG-3rs1882545locusinhealthycontrolgroupwereanalyzed,comparingwiththepopulationsin
SouthernHanChinese,HanChineseinBeijing,JapaneseinTokyo,NigerianandToscaniinItaly. Results 
G(70.57%)andGG(50.50%)wererespectivelythemainallelesandgenotypesofLAG-3rs1882545lociin
healthycontrolpopulationinBaiseanditssurroundingareasofGuangxi,andtheirdistributionfrequencywas
notsignificantlydifferentfromthatofHanethnicpopulationinsouthernChinaandthatofNigerianpopulation
(P>0.05).However,theirdistributionfrequencywassignificantlydifferentfromthatofHanethnicpopula-
tioninBeijing,thatofpopulationinTokyoofJapanandthatofthepopulationinToscaniofItaly(P<0.01).
TherewasnosignificantdifferenceingenotypesandallelesofLAG-3rs1882545locibetweenthePLCgroup
andthehealthycontrolgroup(P>0.05).TherewasnosignificantdifferenceingenotypesandallelesofLAG-
3rs1882545lociinmalesbetweenthePLCgroupandthehealthycontrolgroup(P>0.05).Therewasnosig-
nificantdifferenceinthegenotypeofLAG-3rs1882545lociinfemalesbetweenthePLCgroupandthehealthy
controlgroup(P>0.05).TherewasnosignificantdifferenceingenotypesandallelesofLAG-3rs1882545lo-
ciinpopulationwiththeage<55yearsoldand≥55yearsoldbetweenthePLCgroupandthehealthycontrol
group(P>0.05).ThefrequencyofAgeneinfemaleinPLCgroup(42.31%)wassignificantlyhigherthan
thatofhealthycontrolgroup(27.27%),associatingwithPLCsusceptibility(P=0.042,OR=1.959,95%CI
:1.017~3.771). Conclusion AallelesofLAG-3rs1882545mayberelatedtoPLCsusceptibilityoffemale
populationinBaiseanditssurroundingareasofGuangxi.
  Keywords: BaiseCityanditssurroundingareas;LAG-3;genepolymorphism;primarylivercancer

  原发性肝癌(primarylivercancer,PLC)在全球癌

症 死 亡 率 中 排 名 第 四,占 所 有 癌 症 死 亡 人 数 的

8.2%[1],是我国发病率和死亡率相对较高的恶性肿瘤

之一。PLC属于高度免疫抑制型肿瘤,突变负荷和免

疫原性较高,肿瘤边缘存在一定数量的T细胞浸润,
但是肿瘤中心T细胞的数量一般较少,且浸润T细胞

常常处于功能耗竭状态[2-3]。T细胞耗竭的主要特征

为其表面负性共刺激分子表达水平升高,相关细胞因

子分泌减少和效应T细胞杀伤能力下降,导致肿瘤细

胞出现免疫逃逸而促进肿瘤的发生发展。因此,肝癌

患者免疫负性共刺激分子的功能可能与肝癌发生密切

相关。
淋 巴 细 胞 活 化 基 因-3(lymphocyteactivation

gene-3,LAG-3)分子为重要的负性共刺激分子之一,
多表达于活化的CD4+ 和CD8+T细胞。已经有研究

发现,LAG-3的表达与PLC有相关性,且肝癌组织上

的表达远高于癌旁组织[4]。在PLC患者 TIL中的

CD8+T细胞表面表达较外周血淋巴细胞显著增高。
已有研究报道肝癌患者其他免疫负性共刺激分子如细

胞程序性死亡受体-1(programmeddeath1,PD-1)、T
细胞免疫球蛋白及黏蛋白-3(Tcellimmunoglobulin
andmucindomain-3,TIM-3)单核苷酸多态性(single
nucleotidepolymorphism,SNP)与肝癌易感性密切相

关[5-6],但关于LAG-3SNP与肝癌之间的关系尚未见

报道。本文收集广西百色市及其周边地区PLC患者

及健康对照者各300例,采用多重PCR及高通量测序

法测定两组人群DNALAG-3rs1882545等位基因,
分析两组人群LAG-3rs1882545位点等位基因和基

因型分布频率是否存在差异,以探讨LAG-3在肝癌发

生发展中作用,为肝癌易感人群的筛选提供依据。

1 对象与方法

1.1 研究对象 查阅病例,收集籍贯为广西百色市或

百色市周边并且于2018年9月—2020年7月在右江

民族医学院附属医院住院的PLC患者300例,其中男

性261例,女性39例,年龄为23~75岁,平均年龄为

(51.2±11.1)岁,<55岁者191例,≥55岁者109例;
同时收集肝炎项目检查正常即无肝炎性感染且AFP、

AST、ALT、血常规各项指标正常300例为对照组,其
中男性255例,女性45例,年龄为23~82岁,平均年

龄为(51.9±9.0)岁,<55岁者184例,≥55岁者116
例。两组对象在平均年龄、性别、年龄构成方面差异无

统计学意义(P>0.05),具有可比性。所有入选样本

均为互无血缘关系的广西百色市及其周边人群。根据

知情同意原则,告知患者家属研究目的及风险等,取得

同意并签署知情同意书,本研究经过右江民族医学院

伦理委员会批准。

1.2 方法

1.2.1 基因组DNA提取 采集外周血2ml,按试剂

盒说明采用倍沃医学科技公司血液基因组提取试剂盒

(批号:231101200708)提取外周血白细胞中的基因组

DNA。肝癌 组 样 本 所 提 取 DNA 浓 度 在11.50~
338.20ng/μl之间,对照组样本所提取DNA浓度大
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部分在10.65~349.75ng/μl之间,提取所得的DNA
完整性用琼脂糖电泳进行鉴定,所得DNA样本均符

合送检要求。

1.2.2 LAG-3rs1882545基因分型采用多重扩增及

高通量测序方法进行 设计并合成好适合rs1882545
SNP位点的引物,上游引物为:5′-TGAGCCGTCTA-
CATAAAACAGTTGA-3′,下 游 引 物 为:5′-GATA-
ATACATCTCCTGAAGGCCAAT-3′。 通 过 两 步

PCR的方法完成目标SNP位点序列的扩增和兼容Il-
lumina测序文库的制备。第一轮 PCR 体系如下:

DNA模板(10ng/μl)2μl、上游(10μM)和下游引物

(10μM)各1μl和2×PCRReadyMix15μl(总体积

25μl)(KapaHiFiReadyMix)。在 PCR 仪(BIO-
RAD,T100TM)上执行扩增检测,循环参数设定如表

1(第一轮第1次和第2次),PCR反应完成后,使用

1%的琼脂糖凝胶电泳检测PCR产物,确定产物大小

正确,使用AMPureXP磁珠纯化回收PCR产物。然

后以第一轮PCR产物为模板执行第二轮PCR反应,
以获得测序带分子标签的文库。反应体系如下:DNA
模板(10ng/μl)2μl、通用P7引物(含分子标签,10

μM)1μl、通用 P5引物(10μM)1μl和 2× PCR
ReadyMix15μl(总体积30μl)。配制好反应体系

后,执行如下PCR程序如表1(第二轮)。最终PCR
产物使用 AMPureXP磁珠纯化回收,使用 HiSeqX-
Ten测序仪(Illumina,SanDiego,CA)进行测序。设

置软件参数,进行数据质控,筛选、删除、比对、分析等,
得出目标基因型结果,再通过软件对突变位点进行基

因注释。

1.3 统计学方法 采用SPSS20.0统计软件进行统

计分析。用拟合优度χ2 检验检测基因型分布是否符

表1 各步PCR循环参数设定情况

步骤  预变性 变性 退火 延伸 循环数

第一轮

 第一次 温度 98℃ 98℃ 50℃ 72℃ 8cycle
时间 3min 30s 30s 30s

 第二次 温度 98℃ 66℃ 72℃ 25cycle
时间 30s 30s 30s→5min

第二轮 温度 98℃ 94℃ 55℃ 72℃ 5cycle
时间 5min 30s 20s 30s→5min

合Hardy-Weinberg平衡;用χ2 检验先检测等位基因

和基因型在PLC组和对照组的频率分布差异,用非条

件 Logistic回归计算比值比(oddsrati,OR )及其

95%可信区间(95%CI)评价各等位基因、基因型与

PLC发生的关系。利用Ensembl网站(http://asia.
ensembl.org/)公布的5个地区人群(中国南方汉族、
北京汉族、日本东京、尼日利亚和意大利亚托斯卡尼人

群)基因多态性rs1882545位点基因型和基因分布频

率结果,采用χ2 检验分析广西百色市及其周边人群与

这些人群该位点基因型和等位基因频率的分布差异,
以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 健康对照人群LAG-3rs1882545等位基因分布

及与其他国家(地区)人群的比较 广西百色市及其周

边健康对照人群LAG-3rs1882545位点除1例未测出

基因型,余299例DNA样本均测出,以G等位基因为

主,占70.57%,GG、GA、AA3种基因型分布频率分

别为50.50%、40.13%、9.37%,符合 Hardy-Wein-
berg平衡。LAG-3rs1882545位点基因型和等位基因

频率与中国南方汉族和尼日利亚人群比较差异无统计

学意义(P>0.05),但与北京汉族、日本东京、意大利

托斯卡尼比较差异有统计学意义(P<0.01),见表2。

表2 不同种族及地区人群LAG-3rs1882545位点多态性分布频率的比较

人群 n
基因型

GG GA AA
χ2 P

基因型

G A
χ2 P

百色市及其周边 299 151(50.50) 120(40.13) 28(9.37) 422(70.57) 176(29.43)
中国南方汉族 105 55(52.38) 39(37.14) 11(10.48) 0.330 0.848 149(70.95) 61(29.05) 0.011 0.916
北京汉族 103 67(65.05) 34(33.01) 2(1.94) 9.661 0.008 168(81.55) 38(18.45) 9.466 0.002
日本东京 104 73(70.19) 31(29.81) 0(0.00) 17.317 <0.001 177(85.10) 31(14.90) 17.064 <0.001
尼日利亚 99 41(41.41) 49(49.50) 9(9.09) 2.814 0.245 131(66.16) 67(33.84) 1.362 0.243
意大利托斯卡尼 107 18(16.82) 50(46.73) 39(36.45) 57.319 <0.001 86(40.19) 128(59.81) 62.109 <0.001

 注:表内计数资料数据用[n(%)]表示。

2.2 PLC人群LAG-3rs1882545等位基因分布与健

康对照人群的比较 广西百色市及其周边PLC人群

300例DNA样本均测出LAG-3rs1882545位点等位

基因,GG、GA、AA3 种 基 因 型 分 布 频 率 分 别 为

45.00%、45.67%、9.33%,符合 Hardy-Weinberg平

衡。χ2 检验比较两组基因型及等位基因rs1882545分

布频率,发现两组差异无统计学意义(P>0.05)。经

非条件Logistic回归分析,校正性别和年龄因素后结

果显示,rs1882545基 因 型 和 等 位 基 因 分 布 频 率 与

PLC的患病风险均无关(P>0.05)。结果见表3。
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表3 LAG-3rs18825454与PLC患病风险的关系

组别 n
基因型

GG GA AA

基因型

G A

健康对照组 299 151(50.50) 120(40.13) 28(9.37) 422(70.57) 176(29.43)

PLC组 300 135(45.00) 137(45.67) 28(9.33) 407(67.83) 193(32.17)

χ2 2.018 1.051
P 0.365 0.305
OR (95%CI)a 1 1.289(0.919~1.807) 1.114(0.626~1.980) 1 1.141(0.892~1.459)

 注:①a:是调整性别和年龄因素;②表内计数资料数据用[n(%)]表示。

2.3 LAG-3rs1882545与PLC易感性的分析 性别

分层分析中男性及年龄分层(<55岁和≥55岁)PLC
组和健康对照组LAG-3rs1882545等位基因和基因型

分布频率差异无统计学意义(P >0.05),经非条件

Logistic回归分析,也与PLC的患病风险均无关(P
>0.05)。结果见表4和表5。广西百色市及其周边地

区女性PLC组和相应健康对照组LAG-3rs1882545

基因型分布频率无统计学差异,但女性PLC组A等位

基因频率明显高于相应健康对照组,经χ2 检验计算

(χ2=4.146,P=0.042),提示女性携带 A基因与患

PLC有关;经非条件Logistic回归分析,发现女性人群

与患PLC的风险有关联(P =0.042,OR =1.959,

95%CI:1.017~3.771),提示携带 A等位基因患肝

癌相对本次实验健康人群的风险增加,见表4。

表4 LAG-3rs18825454与PLC患病风险的性别分层分析

组别 n
基因型

GG GA AA

基因型

G A
男性

 健康对照组 255128(50.20) 102(40.00) 25(9.80) 358(70.20) 152(29.80)
 PLC组 261122(46.74) 118(45.21) 21(8.05) 362(69.35) 160(30.65)
 χ2 1.586 0.088
 P 0.453 0.767
 OR (95%CI)a 1 1.226(0.848~1.755) 0.868(0.461~1.635) 1 1.039(0.796~1.356)
女性

 对照组 45 23(52.27) 18(40.91) 3(6.82) 64(72.73) 24(27.27)
 PLC组 39 13(33.33) 19(48.72) 7(17.95) 45(57.69) 33(42.31)
 χ2 4.119 4.146
 P 0.128 0.042
 OR (95%CI)a 1 1.637(0.623~4.299) 4.169(0.912~19.056) 1 1.959(1.017~3.771)

 注:①a:是调整年龄因素;②表内计数资料数据用[n(%)]表示。

表5 LAG-3rs18825454与PLC患病风险的年龄分层分析

组别 n
基因型

GG GA AA

基因型

G A

<55岁

 健康对照组 18393(50.82) 73(39.89) 17(9.29) 259(70.77) 107(29.23)
 PLC组 19190(47.12) 81(42.41) 20(10.47) 261(68.32) 121(31.68)
 χ2 0.537 0.525
 P 0.764 0.469
 OR (95%CI)a 1 1.141(0.741~1.756) 1.293(0.631~2.647) 1 1.142(0.834~1.563)
≥55岁

 健康对照组 11658(50.00) 47(40.52) 11(9.48) 163(70.26) 69(29.74)
 PLC组 10945(41.28) 56(51.38) 8(7.34) 146(66.97) 72(33.03)
 χ2 2.686 0.564
 P 0.261 0.453
 OR (95%CI)a 1 1.471(0.845~2.562) 0.961(0.356~2.598) 1 1.152(0.771~1.722)

 注:①a:是调整性别因素;②表内计数资料数据用[n(%)]表示。
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3 讨论

本研究收集广西百色市及其周边PLC患者300
例,对其进行年龄和性别分层时发现<55岁年龄的人

群为 主,占 比 为 63.67%,同 时 以 男 性 患 者 居 多

(87.00%),这与林子博等[7]学者报道的广东顺德地区

PLC人群男性患者为主且年龄在22~55岁居多相一

致。众所周知慢性乙型病毒性肝炎(乙肝)是PLC发

病的独立危险因素[8];刘慧妮[9]曾报道广西百色市乙

肝感染人群以男性居多,而且年龄以20~55岁占大比

例,提示慢性乙肝可能是广西百色市及其周边人群

PLC患者以男性居多且呈年轻化的原因。这与文献报

道我国肝癌患者男性远高于女性,年龄呈年轻化,已由

原来的40~50岁提前至35~50岁的结果相一致[10]。

LAG-3也称CD223,分子量为70kDa,定位于人

12号染色体 (12p13.3)。作为免疫检查点家族的一

员,LAG-3是T细胞功能的抑制性分子,多种肿瘤微

环境中有异常表达,参与肿瘤的免疫逃逸,进一步促进

肿瘤的发生发展[11]。有研究报道肝癌肿瘤浸润淋巴

细胞上LAG-3阳性表达为65.00%,可能在肝癌发生

发展中具有重要的作用[12]。已知SNP可使基因结构

或表达量发生变化,在个体对某些药物的反应、对环境

因素(如毒素)的敏感性、发展特定疾病的风险(特别是

个体肿瘤遗传易感性)等方面发挥重要的作用[13]。目

前研究LAG-3基因多态性较少。已有研究报道LAG-
3rs19922452、rs951818和rs870849基因多态性与多

发性硬化的易感性相关,rs19922452TT、rs951818GG
和rs870849CT基因型使多发性硬化的风险降低[14]。
刘爱娟[15]通过聚合酶链反应-限制性片段长度多态性

方法(PCR-RFLP)分析CD4基因rs2515733多态性位

点基因频率和LAG-3基因rs870849多态性位点基因

频率在特发性血小板减少性紫癜患者组与对照组之间

无显著差异。这些研究表明LAG-3的不同位点在同

一疾病、同一个位点与不同疾病的关联性均具有差异

性。
本研究收集广西百色市及周边健康对照者和PLC

患者各300例,采用多重扩增及高通量测序测定LAG-
3rs1882545位点等位基因。结果发现广西百色市及

其周边健康对照人群LAG-3rs1882545位点,以G等

位基因为主,占70.57%,GG、GA、AA3种基因型分

布频率分别为50.50%、40.13%、9.37%,基因型和等

位基因分布频率与中国南方汉族和尼日利亚人群比较

差异无统计学意义,提示本研究的基因分型方法具有

一定的可信性。本研究结果也发现本文健康对照人群

LAG-3rs1882545基因型和等位基因分布频率与北京

汉族、日本东京、意大利托斯卡尼比较差异有统计学意

义,提示LAG-3rs1882545基因多态性具有种族和地

域差异。
本研究发现虽然在不分层或年龄分层或男性广西

百色市及周边人群LAG-3rs1882545等位基因和基因

型分布频率PLC患者与健康对照患者比较差异无统

计学意义,但在女性人群中PLC患者A等位基因频率

(42.31%)明显高于健康对照人群(27.27%),差异有

统计学意义,且携带A等位基因患PLC风险明显增加

(OR =1.959,95%CI:1.017~3.771)。由于纳入本

次研究的女性病例数较少,需要增加更多的女性病例

数进一步来确认其相关性。
综上所述,本研究发现在广西百色市及其周边人

群中以男性年龄25~55岁为主,LAG-3rs1882545基

因型、等位基因分布频率具有种族和地域差异,LAG-3
rs1882545A等位基因可能与广西百色市及其周边女

性人群PLC易感性有关,为广西百色市及其周边地区

女性肝癌易感人群的筛选提供一定的理论依据。由于

本次研究病例来源和病例数的局限性,需要后续增加

病例数来进一步深入研究。
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